








































ellas.	 Para	 ello,	 se	 han	 desarrollado	 métodos	 de	 cultivo	 de	 estas	 células	 madre	 tumorales	
basándose	en	su	capacidad	para	formar	esferas	en	condiciones	no	adherentes	y	medio	libre	de	




celulares	 crecidas	 en	 monocapa	 y	 en	 placas	 de	 baja	 adherencia	 con	 medio	 sin	 suero	
(tumoresferas).	 La	 expresión	 de	 genes	 relacionados	 con	 la	 adhesión	 celular	 (CLDN1,	 CLDN3,	
CLDN4,	CLDN6,	CLDN7,	CLDN8,	CLDN14,	Vcam1,	OCLN,	JAM1,	GJA1,	GJB6,	EPCAM,	CDH1,	VIM,	






crecidas	 en	 adherencia.	 Asimismo,	 el	 estudio	 de	 las	 posibles	 correlaciones	 entre	 los	 genes	
mostró	un	patrón	de	coexpresión	entre	la	mayoría	de	ellos	ya	que	están	implicados	en	el	mismo	
proceso	de	 adhesión	 celular,	 siendo	estas	 correlaciones	 estadísticamente	 significativas	 entre	
CLDN3-CLDN4	(p=0,001),	CDH1-CTNNB1	(p=0,008)	o	VIM-EPCAM	(p=0,012).	Por	otra	parte,	el	
análisis	de	la	expresión	génica	relativa	demostró	también	que	la	sobreexpresión	de	E-cadherina	
y	 Conexina	 43	 se	 relaciona	 con	 la	 formación	 de	 tumoresferas	 compactas,	 mientras	 que	 la	
expresión	aumentada	de	la	integrina	b6	se	asocia	con	la	obtención	de	agregados	laxos	de	CSCs.		
Con	 todo	 ello,	 se	 propone	 la	 modulación	 de	 la	 expresión	 de	 los	 genes	 involucrados	 en	 la	















Non-Small	 Cell	 Lung	 Cancer	 (NSCLC)	 represents	 approximately	 85%	 of	 lung	 cancer	 cases,	 a	
disease	which	accounts	for	the	second	cause	of	death	in	Spain.	This	high	mortality	is	related	with	
the	 existence	 of	 resistances	 to	 treatments,	 which	 is	 associated	 with	 the	 presence	 of	 a	
















them	 since	 they	 are	 involved	 in	 the	 same	 process	 of	 cell	 adhesion,	 being	 significant	 the	
correlations	 between	 CLDN3-CLDN4	 (p=0.001),	 CDH1-CTNNB1	 (p=0.008)	 or	 VIM-EPCAM	
(p=0.012).		What’s	more,	the	relative	gene	expression	analysis	revealed	that	the	overexpression	
of	E-cadherin	and	Connexin	43	was	related	with	the	formation	of	tight	tumorspheres	while	the	
increased	expression	of	 integrin	b6	was	associated	with	 the	presence	of	 loose	aggregates	of	
CSCs.		
Altogether,	the	modulation	of	the	expression	of	these	genes	 involved	 in	cell	adhesion,	which	
































































Figura	 1.	 Características	 de	 la	 célula	 tumoral	 y	 opciones	 terapéuticas	 antidiana	 específicas	
(Hanahan	&	Weinberg,	2011)	..............................................................................................	1	










































































































































































	 El	 cáncer	 es	 un	proceso	de	 crecimiento	 y	 diseminación	 incontrolados	de	 células	 que	
puede	aparecer	prácticamente	en	cualquier	lugar	del	cuerpo	y	posteriormente	invadir	el	tejido	









	 En	 una	 publicación	 del	 año	 2000,	 Hanahan	 y	 Weinberg	 establecieron	 las	 seis	
características	 básicas	 que	 definían	 a	 las	 células	 cancerosas:	 autosuficiencia	 en	 señales	 de	



























de	muerte	 por	 cáncer	 en	 el	 sexo	masculino,	 y	 la	 sexta	 en	 el	 femenino	 (Asociación	 Española	
Contra	el	Cáncer,	AECC,	2018;	Instituto	Nacional	de	Estadística,	INE,	2012).	Para	este	año	2018,	
se	calcula	que	aproximadamente	230.000	nuevos	casos	de	cáncer	de	pulmón,	agrupando	ambos	







	 El	 hábito	 tabáquico	 está	 indudablemente	 relacionado	 con	 la	 creciente	 incidencia	 del	
cáncer	de	pulmón	ya	que	el	humo	del	tabaco	contiene	unas	4000	sustancias	químicas,	de	las	
cuales	60	se	consideran	carcinógenas	(De	Groot	&	Munden,	2012).	Otro	factor	importante	es	la	













el	 diagnóstico	 temprano	 no	 es	 posible	 y	 la	 enfermedad	 neoplásica	 se	 detecta	 es	 estadios	
avanzados,	cuando	ya	no	es	posible	la	intervención	curativa	(cirugía)	y	debido	a	la	presencia	de	













hasta	 la	 fecha	 han	 sido	 asociadas	 con	 el	 pronóstico	 se	 agrupan	 en	 diferentes	 clases:	 a)	
relacionadas	con	el	tumor,	como	la	localización	del	tumor	primario,	el	tipo	celular	y	la	extensión	
de	la	enfermedad;	b)	relacionadas	con	el	paciente,	tales	como	estado	funcional,	comorbilidad	y	




N	 hace	 referencia	 a	 la	 invasión	 de	 los	 ganglios	 linfáticos	 cercanos	 y	 la	 letra	 M	 describe	 la	





de	 células	 no	 pequeña	 o	 cáncer	 de	 pulmón	 no	 microcítico	 (CPNM)	 que	 representa	
aproximadamente	 el	 80%-85%	 de	 todos	 los	 casos	 de	 neoplasias	 de	 pulmón	 y	 el	 resto	




	 Dentro	 del	 CPNM	 encontramos	 diferentes	 subtipos	 histológicos:	 el	 carcinoma	
epidermoide	(SCC)	(30%),	el	adenocarcinoma	(ADC)	(35-40%)	y	el	carcinoma	de	células	grandes	





























mutaciones	 driver	 más	 frecuentemente	 encontradas	 en	 los	 adenocarcinomas	 son	 las	
alteraciones	observadas	en	el	gen	EGFR	(gen	del	receptor	del	factor	de	crecimiento	epidérmico),	











aquellos	pacientes	diagnosticados	en	estadios	más	avanzados,	 se	 recurre	 a	 la	 radioterapia	o	






los	últimos	años	ha	emergido	 la	 inmunoterapia	 como	alternativa	 terapéutica	 (Novello	et	al.,	
2016;	Gridelli	et	al.,	2015).	Entre	las	diferentes	opciones	posibles,	el	bloqueo	de	las	moléculas	
de	control	 inmune	(immunecheckpoints)	con	anticuerpos	monoclonales	ha	surgido	como	una	
estrategia	 prometedora.	 Hasta	 el	 momento	 diversos	 inmunoterapéuticos,	 incluyendo	
nivolumab,	pembrolizumab,	ipilimumab	y	atezolizumab	han	sido	aprobados	por	la	FDA	para	el	









	 La	aparición	de	 resistencias	a	 los	 tratamientos	es	una	de	 las	 causas	principales	de	 la	
elevada	mortalidad	del	cáncer	de	pulmón.	En	este	sentido,	se	piensa	que	las	masas	tumorales	
son	 heterogéneas,	 constituidas	 por	 células	 transformadas	 en	 diferentes	 estadios	 de	
indiferenciación	(Figura	5)	y	hay	evidencias	científicas	que	indican	que	la	quimiorresistencia	y	la	
progresión	 y	 diseminación	 están	 ligadas	 a	 una	 subpoblación	 de	 células	 con	 características	





ADN	 de	 células	 de	 rápida	 división,	 las	 CSC	 se	mantienen	 en	 estado	 de	 quiescencia	 con	 una	
cinética	de	división	ralentizada.	Por	esta	razón,	las	CSC	no	son	sensibles	a	los	citotóxicos	usados	
en	 la	 actualidad	 y	 pueden	 ser	 las	 responsables	 de	 la	 recidiva	 de	 los	 tumores	 después	 del	
tratamiento.	Por	ello,	hay	un	gran	interés	en	caracterizar	la	población	de	CSC	pulmonares	para	
su	 correcta	 identificación	 mediante	 marcadores	 específicos	 y	 así	 poder	 diseñar	 nuevas	








	 Las	 células	madre	 tumorales	o	cancer	 stem	cells	 (CSC)	 constituyen	una	 subpoblación	
minoritaria	de	células	que	comparte	ciertas	propiedades	con	 las	 células	madre	embrionarias	
como	 son	 las	 capacidades	 de	 auto-renovación	 y	 proliferación	 indefinida,	 resistencia	 a	 los	




















	 Asimismo,	 durante	 la	 invasión	 local	 y	 metástasis,	 las	 células	 tumorales	 sufren	
alteraciones	en	su	forma	y	en	la	adhesión	con	otras	células	y	con	la	matriz	extracelular.	Se	piensa	
que	como	consecuencia	del	proceso	conocido	como	transición	epitelio-mesenquimal	(EMT),	las	
células	 cancerígenas	 adquieren	 características	 de	 stem	 cells	 y	 es	 por	 ello,	 que	 las	 células	
tumorales	metastásicas	 son	capaces	de	 iniciar	nuevos	 tumores	 (Liu	&	Fan,	2015;	Ombrato	&	
Malanchi,	 2014).	 Durante	 este	 proceso,	 las	 células	 pierden	 el	 contacto	 célula-célula	 y	






	 En	 los	 cultivos	 celulares	 en	 2D,	 las	 células	 crecen	 en	 forma	de	monocapa	 sobre	 una	
superficie	 sólida,	pero	no	se	 reproducen	 las	 interacciones	célula-célula	y	célula-matriz	que	sí	








cribado	 de	 fármacos,	 investigar	 células	 madre	 y	 líneas	 celulares,	 desarrollar	 técnicas	 de	
ingeniería	tisular	o	estudiar	el	proceso	de	angiogénesis	en	el	microambiente	tumoral	(Nath	&	
Devi,	2016).		
	 El	 cultivo	 en	 suspensión	 de	 células	 tumorales	 favorece	 la	 formación	 de	 este	 tipo	 de	
estructuras	en	3D,	las	cuales	están	enriquecidas	en	células	con	características	de	CSCs,	por	lo	
que	 este	 tipo	 de	 modelo	 supone	 una	 herramienta	 interesante	 para	 reproducir	 el	
comportamiento	tumoral	in	vivo.	En	las	tumoresferas	nos	encontramos	con	una	estructura	que	






como	 el	 EGF	 (factor	 de	 crecimiento	 epidérmico)	 o	 bFGF	 (factor	 de	 crecimiento	 básico	 de	
fibroblastos),	dependiendo	del	tejido	de	origen	de	las	células	tumorales	(Zhang	et	al.,	2015).	
	
	 Los	 métodos	 de	 aislamiento	 de	 CSC	 y	 expansión	 en	 forma	 de	 esferoides	 consisten	
básicamente	en	un	primer	paso	de	disgregación	tanto	mecánica	como	enzimática	de	la	muestra	
tumoral	 en	 una	 suspensión	 celular,	 a	 continuación,	 la	 suspensión	 celular	 se	 cultiva	 a	 bajas	





en	 CSCs	 y	 eliminar	 células	 del	 estroma	 basándose	 en	 los	 marcadores	 de	 células	 madre	
tumorales,	como	son	CD44,	CD133	o	EpCAM	(Weiswald	et	al.,	2015).	
	 Sin	embargo,	este	sistema	de	cultivo	de	esferoides	en	suspensión	aún	presenta	ciertos	







que	 la	 morfología	 del	 esferoide	 formado	 puede	 depender	 de	 las	 moléculas	 de	 adhesión	








	 Las	 uniones	 estrechas	 son	 estructuras	 localizadas	 en	 la	 región	 apicobasal	 de	 las	
membranas	celulares	y	están	constituidas	por	moléculas	como	ocludinas,	claudinas	y	la	familia	
JAM	 (junctional	 adhesion	molecules),	 cuya	 expresión	 puede	 estar	 desregulada	 en	 las	 células	






































cáncer	 se	 pueden	 formar	 3	 tipos	 de	 uniones	GAP:	 tumor-tumor,	 tumor-estroma	 o	 estroma-
estroma	(Hong	et	al.,	2015).	Se	ha	observado	una	relación	entre	una	elevada	expresión	del	gen	
GJA1	que	codifica	para	la	conexina	Cx43	y	un	buen	pronóstico	en	pacientes	de	cáncer	de	pulmón,	




	 La	vimentina	 forma	parte	de	 la	 familia	de	proteínas	constituyentes	de	 los	 filamentos	
intermedios	 que	 se	 expresa	 de	manera	 ubicua	 en	 las	 células	mesenquimales	 normales	 y	 su	
función	es	mantener	la	integridad	celular	y	proporcionar	resistencia	frente	al	estrés	(Liu	et	al.,	
2015).	La	expresión	aumentada	de	esta	proteína	se	ha	asociado	con	varios	canceres	epiteliales,	







Esta	 proteína	 participa	 como	 un	 coactivador	 transcripcional	 en	 la	 ruta	Wnt.	 En	 ausencia	 de	
señalización	 por	 Wnt,	 la	 β-catenina	 forma	 parte	 de	 un	 complejo	 junto	 a	 axina,	 APC	
(adenomatous	 polyposis	 coli)	 y	 GSK-3β	 (glucógeno	 sintasa	 quinasa-3)	 que	 es	 degradado	
continuamente	por	el	proteasoma.	Cuando	se	activa	la	señalización,	el	complejo	se	disocia	y	la	
β-catenina	se	transloca	al	núcleo	donde	activa	 la	expresión	de	ciertos	genes	 implciados	en	 la	
proliferación	y	adhesión	celular,	como	las	metaloproteasas	que	degradan	la	matriz	extracelular	
y,	por	tanto,	causa	que	las	células	tumorales	sean	más	invasivas	(Farahani	et	al.,	2014).	A	su	vez,	







	 La	 molécula	 de	 adhesión	 de	 las	 células	 epiteliales	 (EpCAM)	 es	 una	 glicoproteína	
transmembrana	 expresada	 en	 la	 membrana	 basolateral	 de	 la	 mayoría	 de	 tejidos	 epiteliales	
normales	y	está	sobreexpresada	en	muchos	carcinomas	humanos,	 lo	que	se	relaciona	con	un	





cáncer.	 Por	 una	 parte,	 se	 ha	 asociado	 la	 sobreexpresión	 de	 este	 gen	 con	 una	mejora	 en	 la	
supervivencia	global	en	ciertos	tumores	epiteliales,	como	gástrico,	colorectal	o	renal,	sugiriendo	
así	una	función	supresora	de	tumores.	Por	otra	parte,	se	ha	descrito	que	EpCAM	promueve	la	





	 La	 familia	 de	 cadherinas	 clásicas	 son	 glicoproteínas	 transmembrana	 que	 median	 la	
adhesión	célula-célula	a	través	de	interacciones	homofílicas	entre	los	dominios	extracelulares	
de	cadherinas	dispuestas	en	células	adyacentes	o	entre	el	dominio	intracelular	y	elementos	del	
citoesqueleto,	 en	 este	 caso	 participan	 proteínas	 como	 a-catenina	 o	 b-catenina	 (Chen	 &	
Mellman,	2013)	(Figura	9).	Entre	ellas,	destaca	la	E-cadherina	que	es	una	molécula	de	adhesión	




sobreexpresión	 de	 E-cadherina	 en	 cultivos	 primarios	 en	 adherencia	 se	 relacionaba	 con	 la	
formación	 de	 esferoides	 compactos	 mientras	 que	 una	 baja	 expresión	 de	 esta	 molécula	 se	
vinculaba	a	la	formación	de	agregados	en	los	cultivos	en	3D	(Schmidt	et	al.,	2016).		
Integrinas	
	 Las	 intregrinas	 son	 moléculas	 transmembrana	 heterodiméricas,	 compuestas	 por	
subunidades	a	y	b,	que	median	las	interacciones	entre	las	células	y	los	componentes	de	la	matriz	
























trabajo	 es	 analizar	 y	 caracterizar	 perfiles	 de	 expresión	 génica	 específicos	 de	 CSCs	 y	




con	CPNM	y	de	 líneas	 celulares	 de	 acuerdo	 al	 tipo	de	 crecimiento	que	muestran	 en	
condiciones	de	cultivo	en	2D	y	3D	(tumoresferas)	
2. Analizar	 la	 expresión	 relativa	 de	 genes	 implicados	 en	 la	 adhesión	 celular	 (CLDN1,	 CLDN3,	





4. Evaluar	 la	 relación	 de	 los	 niveles	 de	 expresión	 génica	 de	 los	 genes	 estudiados	 con	 la	
morfología	de	las	tumoresferas	obtenidas	en	cultivos	en	3D	
















	 En	 este	 estudio,	 se	 utilizaron	 muestras	 de	 tejido	 tumoral	 obtenidos	 a	 partir	 de	 la	
resección	quirúrgica	de	pacientes	con	CPNM	del	Consorcio	Hospital	General	Universitario	de	
Valencia.	 Los	 pacientes	 que	 cumplían	 los	 criterios	 de	 inclusión	 (estadio	 I-IIIA	 resecables	 de	


































se	 cultivan	 con	 medio	 Defined	 Keratinocyte-Serum	 Free	 Medium	 (DK),	 medio	 supresor	 del	
crecimiento	 de	 fibroblastos	 (Gibco,	 Paisley,	 UK)	 y	 con	 superficie	 tratada	 que	 favorece	 la	
adherencia.	Una	vez	 los	 cultivos	primarios	 se	establecieron,	el	mantenimiento	 se	 realizó	con	
DMEM/F12	suplementado	con	10%	de	suero	bovino	fetal	(Gibco,	Piasley,	UK),	2%	de	penicilina-
estreptomicina	y	1%	de	L-glutamina	 (Gibco,	Paisley,	UK).	Por	otro	 lado,	para	 la	 formación	de	
esferoides,	la	otra	mitad	de	células	tumorales	se	crecieron	en	medio	DMEM/F12	libre	de	suero	
y	suplementado	con	50	μg/ml	del	factor	de	crecimiento	epidérmico	(EGF,	Gibco,	Paisley,	UK),	20	
μg/ml	 del	 factor	 de	 crecimiento	 básico	 de	 fibroblastos	 (bFGF,	 Gibco,	 Paisley,	 UK),	 insulina-
transferrina-selenio	(ITS,	BD	Biosciences),	0,4%	albúmina	de	suero	bovino	(BSA,	Gibco,	Paisley,	
UK)	 y	 2%	 B27	 (Gibco,	 Paisley,	 UK).	 Las	 células	 se	 cultivaron	 en	 placas	 de	 6	 pocillos	 de	 baja	
adherencia	(Corning,	Lowell,	MA,	USA)	a	una	densidad	de	5000	células/ml	durante	7-10	días.	La	
expansión	de	 los	 cultivos	 se	 realizó	por	disociación	mecánica,	 seguida	de	 siembra	de	 células	
individuales	y	de	pequeños	agregados	residuales	en	medio	completo	fresco.	Todas	las	células	





























nucleasas	 (Qiagen)	y	se	almacenó	a	 -80ºC	hasta	su	análisis	posterior.	La	 interfase	de	ADN	se	
recogió	con	etanol	absoluto	y	se	lavó,	primero	con	10%	de	etanol/0,1M	citrato	sódico	y	luego	
con	etanol	al	75%.	Al	final	se	resuspendió	en	agua	libre	de	nucleasas	y	se	almacenó	a	-80ºC	hasta	
su	análisis	posterior.	Para	determinar	 la	pureza	y	cuantificar	 los	ácidos	nucleicos,	se	utilizó	 la	
nanoespectometría	(Nano	Drop	2000C,	Thermo	Ficher	Scientific,	USA),	atendiendo	al	valor	de	
los	 ratios	A260/280	y	A260/320,	que	 indican	 la	posible	 contaminación	por	 compuestos	aromáticos	
como	fenoles	y	proteínas	y	la	presencia	de	ARN	en	la	muestra,	respectivamente.		
3.5.	REACCIÓN	DE	RETROTRANSCRIPCIÓN	
























de	 fluorescencia	 muy	 baja	 en	 el	 detector.	 Cuando	 durante	 la	 reacción	 de	 amplificación	 la	
polimerasa	llega	a	la	región	de	hibridación	de	la	sonda,	la	actividad	exonucleasa	de	la	polimerasa	
Taq	hidroliza	a	 la	misma	“rompiéndola”	y	 liberando	así	al	 fluoróforo	del	quencher,	 lo	que	se	





















Gen	 Descripción	 Código	de	ensayo	 Longitud	amplicón	




GUSB	 Glucuronidasa	beta	 Hs015558067_m1	 71	
CLDN1	 Claudina	1	 Hs00221623_m1	 82	
CLDN3	 Claudina	3	 Hs00265816_s1	 51	
CLDN4	 Claudina	4	 Hs00976831_s1	 129	
CLDN6	 Claudina	6	 Hs00607528_s1	 154	
CLDN7	 Claudina	7	 Hs00600772_m1	 80	
CLDN8	 Claudina	8	 Hs04186769_s1	 73	
CLDN14	 Claudina	14	 Hs00377953_m1	 124	
JAM1	(F11R)	 Junctional	Adhesion	Molecule	1	 Hs00375889_m1	 60	
OCLN	 Ocludina	 Hs00170162_m1	 68	
GJA1	 Gap	junction	protein	alpha	1	 Hs00748445_s1	 142	







VIM	 Vimentina	 Hs00185584_m1	 73	
ITGA2	 Integrina	alfa	2	 Hs00158127_m1	 67	
ITGA6	 Integrina	alfa	6	 Hs01041011_m1	 64	
ITGB1	 Integrina	beta	1	 Hs00559595_m1	 75	
CTNNB1	 β-catenina	 Hs00355049_m1	 67	





libre	de	nucleasas.	Además,	se	 incluyó	un	control	negativo	en	cada	 lectura	para	confirmar	 la	





















control	 endógeno	 o	 housekeeping,	 se	 seleccionaron	 3	 genes,	 GUSB,	 ACTB	 y	 CDKN1B	 para	
normalizar	 los	 resultados.	 Estos	 genes	 endógenos	 fueron	 previamente	 evaluados	 usando	 el	
software	 Genorm,	 el	 cuál	 calcula	 la	 estabilidad	 génica	 para	 diferentes	 genes	 controles,	
permitiendo	la	selección	de	los	mejores	estándares	internos	(Vandesompele	et	al.,	2002).	
	 Los	niveles	de	expresión	génica	relativa	se	expresaron	como	el	ratio	de	la	expresión	del	















	 Antes	 de	 los	 análisis	 estadísticos,	 los	 datos	 de	 expresión	 fueron	 revisados	
cuidadosamente	y	los	valores	atípicos	se	excluyeron.	








	 Asimismo,	 para	 valorar	 la	 posible	 relación	 entre	 la	 expresión	 génica	 de	 los	 genes	
analizados	y	el	tipo	de	esferoide	formado	en	cultivo	se	utilizaron	tablas	de	contingencia	usando	
como	estadístico	c2	 para	 analizar	 la	 dependencia	 o	 independencia	 entre	 estas	 dos	 variables	
cualitativas,	 obtenidas	 a	 partir	 de	 la	 dicotomización	 de	 las	 variables	 continuas	 de	 expresión	
según	el	valor	de	su	mediana.	Se	tomaron	los	valores	de	la	mediana	en	lugar	de	la	media	porque	
la	 mediana	 se	 ve	 menos	 afectada	 por	 la	 variabilidad	 de	 los	 datos	 y	 proporciona	 robustez	
estadística	al	análisis.	
	 Todos	 los	 análisis,	 se	 llevaron	 a	 cabo	 utilizando	 el	 software	 de	 análisis	 estadístico	


























	 En	 este	 estudio	 se	 procesaron	 15	 muestras	 biológicas	 procedentes	 de	 la	 resección	

























ng/μl	 y	 932,13	 [133,5	–	2131,2]	ng/μl	 para	 tumoresferas.	 Con	 respecto	a	 la	 calidad	del	ARN	
obtenido,	 las	 relaciones	 A260/280	 y	 A260/320	 mostraron	 valores	 de	 1,8	 a	 2,0	 y	 de	 2,0	 a	 2,2,	
respectivamente,	significando	que	todas	las	muestras	incluidas	en	el	estudio	eran	óptimas	para	










valor	 que	 representa	 un	 100%	 de	 eficiencia	 de	 amplificación	 (Figura	 12).	 Los	 valores	 de	 las	











CLDN6,	 CLDN7,	 CLDN8,	 CLDN14],	 ocludinas	 [OCLN]	 o	 moléculas	 de	 la	 familia	 JAM	 [JAM1];	
moléculas	 relacionadas	 con	el	proceso	metastásico	 [CDH1,	Vcam1,	EpCAM	y	VIM];	proteínas	
formadoras	de	las	uniones	GAP	[GJA1	y	GJB6];	integrinas	como	constituyentes	de	las	adhesiones	
focales	 y	 hemidesmosomas	 [ITGA2,	 ITGA6,	 ITGB1]	 y	 un	 gen	 involucrado	 en	 la	 ruta	 de	
señalización	Wnt	[CTNNB1].		
	 Para	establecer	los	controles	internos	más	estables	utilizamos	el	software	GeNorm,	el	
cuál	 indicó	 que	 la	 mejor	 combinación	 de	 controles	 endógenos	 era	 ACTB,	GUSB	 y	 CDKN1B.	
Siguiendo	el	procedimiento	propuesto	por	Vandesompele	y	colaboradores,	se	calculó	el	factor	


















siendo	 estas	 diferencias	 entre	 ambas	 condiciones	 estadísticamente	 significativas	 (test	 de	
Wilcoxon)	en	el	caso	de	los	genes	CLDN4	(p=0,05),	CDH1	(p=0,049)	y	ITGA6	(p=0,002).		
	
	 En	 comparación	 con	 el	 ADNc	 de	 referencia,	 los	 genes	 CLDN4,	 CLDN7,	 JAM1,	 OCLN,	
EPCAM	y	ITGA2	mostraron	sobreexpresión,	tanto	en	células	dependientes	de	anclaje	como	en	
tumoresferas,	mientras	que	los	genes	CLDN1,	CLDN3,	CLDN6,	CLDN8,	GJA1,	VIM,	ITGA6,	ITGB1	




	 En	 relación	 a	 las	 claudinas	 analizadas	 en	 los	 cultivos	 celulares,	 el	 gen	 más	
sobreexpresado	fue	CLDN7,	lo	que	concuerda	con	estudios	presentados	previamente	(Schmidt	
et	 al.,	 2016;	 Soini,	 2012).	 Otro	 gen	 cuya	 expresión	 se	 vio	 aumentada	 respecto	 al	 ADNc	 de	
referencia	fue	el	CLDN4,	lo	que	se	asocia	con	una	mayor	motilidad	celular	e	invasión	tumoral,	
además	 de	 un	 incremento	 en	 la	 expresión	 de	metaloproteasas	 de	 la	matriz,	 como	MMP2	 y	
MMP9	 (Tabariès	&	Siegel,	2016;	Yamada	et	al.,	2016).	Por	el	 contrario,	el	 resto	de	claudinas	
analizadas	(CLDN1,	CLDN3,	CLDN6	y	CLDN8)	redujeron	su	nivel	de	expresión	en	relación	al	ADNc	
de	referencia.	En	el	caso	del	gen	CLDN6,	 la	expresión	génica	disminuida	se	ha	correlacionado	
con	 un	 mal	 pronóstico	 en	 pacientes	 de	 cáncer	 de	 pulmón	 no	 microcítico	 al	 aumentar	 las	
propiedades	 invasivas	 del	 tumor	 debido	 al	 aumento	 de	 la	 actividad	 de	 las	metaloproteasas	
(Tabariès	&	Siegel,	2016).	La	Claudina	1	fue	otra	molécula	expresada	en	bajos	niveles	respecto	
al	control.	Sin	embargo,	lo	que	se	ha	descrito	ha	sido	su	sobreexpresión	y	se	ha	relacionado	con	





	 Asimismo,	 las	 otras	 dos	moléculas	 constituyentes	 de	 las	 uniones	 estrechas	 (OCLN	 Y	
JAM1)	mostraron	una	expresión	aumentada	respecto	al	control.	Sin	embargo,	en	la	literatura	
está	descrito	que	para	 las	ocludinas	 lo	que	 se	observa	principalmente	es	una	 infraexpresión	
relacionada	con	el	inicio	de	la	transición	epitelio-mesenquimal	(Martin,	Mansel	&	Jiang,	2010).	
Por	 otra	 parte,	 en	 otra	 publicación	 se	 concluyó	que	 la	 expresión	 de	 ocludinas	 solo	 se	 podía	
detectar	en	adenocarcinomas	y	no	en	carcinomas	de	células	escamosas,	o	en	todo	caso	en	bajos	
niveles,	ya	que	las	uniones	adherentes	no	se	forman	en	este	último	subtipo	histológico	de	cáncer	
de	 pulmón	 (Soini,	 2012).	 En	 cuanto	 al	 gen	 JAM1,	 la	 expresión	 aumentada	 concuerda	 con	 lo	













la	 apoptosis	 y	 la	 sensibilización	 de	 células	 tumorales	 de	 CPNM	 a	 la	 radiación	 ionizante	 y	 la	
quimioterapia	basada	en	cisplatino	(Yu	et	al.,	2014).		
	
	 En	 cuanto	 a	 los	 genes	 relacionados	 con	 el	 proceso	 metastásico,	 CDH1	 y	 EPCAM	 se	
expresaron	 en	 mayor	 medida	 respecto	 al	 control,	 mientras	 que	 VIM	 mostró	 una	 notable	







tienden	 a	 formar	 agregados	 mucho	 más	 compactos	 (Schnell,	 Cirulli	 &	 Giepmans,	 2013).	
Igualmente,	la	expresión	de	CDH1	se	ha	asociado	con	la	fuerza	de	la	adhesión	entre	CSCs	y	su	
nicho,	 lo	que	a	 su	vez	determina	el	potencial	de	autorenovación	a	 largo	plazo	de	 las	 células	





esta	 proteína	 en	 CSCs,	 lo	 que	 concuerda	 con	 nuestros	 resultados	 (Yakisich	 et	 al.,	 2016).	 La	


















	 Por	 último,	 se	 estudió	un	 gen	 involucrado	en	 la	 ruta	 de	 señalización	Wnt	 (CTNNB1),	
resultando	 estar	 infraexpresado	 respecto	 al	 ADNc	 de	 referencia	 en	 ambas	 condiciones	 de	
cultivo.	En	estudios	previos	se	demostró	que	el	silenciamiento	de	este	gen	inhibe	el	potencial	
metastásico	 en	 xenoinjertos	 de	 cáncer	 de	 pulmón	 (Chen,	 Muñoz	 &	 Cress,	 2014)	 y	 que,	 en	
cambio,	 la	 expresión	 aumentada	 de	 este	 gen	 se	 asocia	 con	 la	 aparición	 de	 resistencias	 a	








detección	 de	 la	 expresión	 de	Vcam1,	 es	 cierto	 que	 se	 están	 llevando	 a	 cabo	 estudios	 para	
establecer	 el	 rol	 de	 este	 gen	 en	 varios	 tipos	 de	 cáncer,	 pero	 poco	 se	 ha	 publicado	 sobre	 la	
expresión	de	Vcam1	en	cáncer	de	pulmón.	En	los	pocos	estudios	realizados	hasta	la	fecha	en	
este	 tipo	de	 tumores,	 se	ha	 analizado	 la	 expresión	 génica	 a	nivel	 de	 tejido,	 por	 lo	que	 sería	
conveniente	 realizarlo	 en	 fluidos	 biológicos	 como	 suero	 sanguíneo	 (Tas,	 Karabulut	 &	 Bilgin,	
2014).	Por	último,	en	cuanto	al	gen	GJB6	que	codifica	para	la	conexina	30,	se	ha	visto	que	en	
condiciones	fisiológicas	se	expresa	en	altos	niveles	en	cerebro	y	médula	espinal	mientras	que,	

















	 De	 la	Tabla	6	 se	puede	afirmar	que	existen	numerosas	correlaciones	entre	 los	genes	
analizados,	como	por	ejemplo	CLDN3-CLDN4	 (p=0,001),	CLDN4-JAM1	 (p<0,001),	CLDN6-OCLN	






casos,	 lo	que	podría	 evidenciar	 la	 implicación	de	esta	molécula	de	adhesión	en	 la	 transición	
epitelio-mesenquimal.	Asimismo,	se	estableció	una	relación	entre	la	expresión	génica	de	VIM	y	
EPCAM,	ambos	involucrados	en	la	transición	epitelio-mesenquimal	(Giarnieri	et	al.,	2013).	









peso	molecular	 implicados	en	 la	adhesión	celular	mediada	por	E-cadherina	 (Figura	14);	en	 la	
segunda	 función,	 β-catenina,	 se	 encuentra	 en	 estado	 monomérico	 participando	 en	 la	












activada	 por	 EGF	 (Figura	 15).	 A	 su	 vez,	 la	 sobreexpressión	 de	 la	 integrina	 beta1	 inhibe	 la	
proliferación	celular	mediante	 la	activación	del	 inhibidor	de	ciclinas	dependiente	de	quinasas	
p21	(Guillén	et	al.,	2013).	
	 Cabe	 añadir	 que	 se	 ha	 descrito	 una	 asociación	 entre	 la	 expresión	 de	 CLDN3	 y	 E-
cadherina,	 pero	 una	 correlación	 negativa	 con	 β-catenina	 y	 vimentina	 (Che	 et	 al.,	 2018).	 En	
nuestro	 estudio,	 de	 la	 Figura	 16,	 se	 puede	 concluir	 que	 la	 Claudina	 3	 se	 correlaciona	
positivamente	con	ITGA6	y	EPCAM,	pero	muestra	una	asociación	negativa	con	CDH1	y	GJA1.	Por	












implicación	 de	 estas	 moléculas	 en	 una	 misma	 función:	 la	 adhesión	 celular.	 También,	 las	
correlaciones	entre	los	niveles	de	expresión	concuerdan	con	la	división	en	3	grupos	de	los	genes	
analizados:	 moléculas	 de	 adhesiones	 focales	 y	 hemidesmosomas	 (ITGA2,	 ITGA6	 e	 ITGB1),	
moléculas	de	uniones	adherentes	y	GAP	(claudinas,	OCLN,	GJA1	y	JAM1)	y	genes	implicados	en	
el	proceso	metastásico	(CDH1,	VIM,	EPCAM	y	CTNNB1).	
















	 La	morfología	 y	 el	 tamaño	de	 los	 esferoides	 formados	 en	 el	 contexto	 tumoral	 se	 ha	
relacionado	con	la	expresión	de	ciertos	genes,	principalmente	E-cadherina.	En	este	sentido,	la	
sobreexpresión	 de	 CDH1	 en	 cultivos	 en	 monocapa	 se	 vio	 que	 inducía	 la	 formación	 de	
tumoresferas	compactas	mientras	que	la	expresión	reducida	de	este	gen	en	cultivos	2D	conducía	
a	 la	 producción	 de	 agregados	 laxos	 de	 células,	 que	 a	 su	 vez	 disminuían	 la	 expresión	 de	 E-
cadherina	(Schmidt	et	al.,	2016;	Stadler	et	al.,	2018).	De	acuerdo	a	los	resultados	presentados	
en	la	Figura	16,	la	expresión	aumentada	de	CDH1	también	se	correlaciona	con	la	formación	de	





esferoides	 a	partir	 de	 células	derivadas	de	una	 línea	 celular	de	adenocarcinoma	de	próstata	
canino	(Liu	et	al.,	2015).			
4.4.4	 Análisis	 de	 genes	 cuya	 expresión	 alterada	 caracterizan	 el	 tipo	 de	 esferoide	
formado	
	










Esferoide	 2	 7	 9	
Agregado	 8	 2	 10	





Esferoide	 5	 4	 9	
Agregado	 10	 0	 10	





Esferoide	 4	 5	 9	
Agregado	 10	 0	 10	









se	 confirmó	 en	 nuestras	muestras	 la	 relación	 entre	 la	 sobreexpresión	 de	 E-cadherina	 con	 la	
obtención	de	tumoresferas	compactas,	tal	y	como	queda	descrito	en	la	literatura	(ver	apartado	







con	 la	 formación	 de	 esferas	 compactas	 de	 CSCs,	 se	 podría	 proponer	 la	 desregulación	 de	 su	
expresión	como	opción	terapéutica	para	el	tratamiento	del	CPNM.	En	primer	lugar,	dado	que	

















tanto	 de	 líneas	 celulares	 de	 CPNM	 como	 de	 cultivos	 primarios	 de	 pacientes	 con	 CPNM	 en	
estadíos	resecables,	dando	como	principal	resultado	la	vinculación	entre	la	sobreexpresión	de	























entre	 la	mayoría	de	ellos	 ya	que	están	 implicados	en	el	mismo	proceso	de	adhesión	
celular,	siendo	estas	correlaciones	estadísticamente	significativas	entre	CLDN3-CLDN4,	
CDH1-CTNNB1	o	VIM-EPCAM.	
	
5. El	análisis	por	qPCR	demostró	también	que	la	sobreexpresión	de	E-cadherina	y	Conexina	
43	se	relaciona	con	la	formación	de	tumoresferas	compactas,	mientras	que	la	expresión	
aumentada	de	la	integrina	b6	se	asocia	con	la	obtención	de	agregados	laxos	de	CSCs.	
Estas	correlaciones	se	validaron	en	las	muestras	de	pacientes	y	líneas	celulares	de	CPNM	
con	el	test	estadístico	c2.	
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